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論 文 内 容 要 旨
は じめ に
病原微生物 の進化 は予想外 に急速 であ り、拡大す る人類社会 の中で薬剤耐性 菌や 、人 の生産活 動 とそれ
にともな う環境破壊が もた らす新種 ウイルスの出現な ど、家畜動物 を も巻き込んだか たちで 「新興 ・再興感
染症」 として人類 に再び新 たな脅威 を与 えている。その様 な状 況の中、高度先進化 す る医療 環境 において は
日和見感 染や院 内感染が クローズ ア ップ され、evidencebasedmedicine(EBM)に沿 った緻密 な感染管理の
必要性 が叫 ばれて いる。その中で も黄色ブ ドウ球菌は、 ヒ トの皮膚 を代表 とす る様 々 な臓器 に対 して特異性
を有 し、乾燥 にも強い ことか ら、 ヒ トか らヒ トへ と接触 によって伝播 ・拡散 し易い病原体 と して メチ シ リン
耐性黄色 ブ ドウ球菌(崩 一MRSA)を中心 に警戒 されて きた。 しか しなが ら、黄色 ブ ドウ球 菌は様 々な耐性因
子を獲得 しなが ら進化 し続 けてお り、2002年にはバン コマイシン耐性遺伝 子を獲 得 したMRSA(VRSA)が米
国で出現 した。 ま た、近年 では市中獲 得型のMRSA(CA-MRSA)も報告 されてきてい る。 この よ うな背景 を考
える と、黄色ブ ドウ球菌の保有す る耐性 因子、病原因子 の動 向に関す る疫学的な調 査やそ の獲得 メカニズム
について明 らかにす るこ とは、市中環境や 高度先進医療 におい て発生す る病原体 を緻密 に コン トロール して
い くために必要 不可欠で ある。
その一 つの方 策 として、菌 が感染 に際 し分泌す る毒素 の作用 を抑 えることに よ り耐性が付 き難 い感染症治
療 への道 を拓 く研 究が進 め られ ている。 当研究室では、黄色 ブ ドウ球菌が感染 に際 して産 生す る外毒素の う
ち、血球 を崩壊 させ る2成 分性膜 孔形成 毒素 γ一ヘモ リジン(Hlg)、ロイ コシジン(Luk)、及 び 白血球に対
して よ り高 い特 異性 を示すPanton-Valentine型ロイ コシジン(PVL)(LukF-PVとLukS-PV)の三種類 の二
成 分性血球崩壊毒素について、標 的細胞崩壊メカニズムの分子 レベルでの解明 が進 め られて きた。この うち、
γ一ヘ モ リジン とロイコシジンの遺伝子 はほ とん ど全ての黄色ブ ドウ球菌が保 有 してい るのに対 し、PVLを
保有す る株 は臨床 分離株全体の2%程 度 に過 ぎない一方 でフル ンケル症等 のご く限 られ た病巣 には高率で存
在す るこ とがPiemontらに よ り報告 されていた。 当研究室ではPVL遺 伝子 、及び それ を持つ株 の偏在性 に
興味 を持 ち、これ らの株 についてその遺 伝子構造を追及 した結果、PantorValentine型ロイ コシジ ン(PVL)
遺伝子が2つ の異 なる新規 フ ァー ジ、 φPVL及び φSLTのゲ ノムに コー ドされてい る ことを見 出 し、 これ ら
のPVLがフ ァージ変換す ることを世界 に先駆 けて発見 した(参 考論文10)。 また、P83株にお け る2成 分毒
素であ る1ω 泌≒P四αkF≒PFオペ ロンが新 規プ ロファージ φPV83-proのゲノム上に存在 す るこ とも明 らか に
した。
以上 の事実か ら、PVLのファー ジに よる水 平伝播には複数 のファージが関与 してい るこ とを示 してお り、
PVLの疫 学を考え る上で、従来のPVL保 有株 の 「菌の疫学」 に加 え、PVL保有 ファー ジの動態 を明 らか にす
ることが 重要 となる。近年 、Etienne,Piemontらに よ りPVL保有株 に よる市 中性 肺炎 では、PVL陰性株に比
べて高度 の壊死 を伴 う難治性病態 を とることが報告 され 、 さらにCA-MRSAとのPVLの密接 な関連が指摘 され
たこ とで 、新興感染症 として欧米で話題 になっている。PVL保有株 の有す る性質 を疫 学的見地 か ら解 析 し、
その生 き様 を知 る ことが感 染拡 大 を くい止 める最大 の防御策 とな る。そのためには常にそれ をモニ ター し、
疫学解 析がで きるような体制 を構築す る必要が ある。
そ こで本 博士論文 では、PVL病原因子変換フ ァー ジ群 の多様性 を中心 にPVLファージ変換の全貌 を明 らか
に し、そ の情報 をPVLの 分子疫 学 に応用す るこ とを 目的 として、フル ンケル症病 巣 よ り分離 された黄色ブ
ドウ球菌 か らPVL遺伝子を保 有す る株 を検出 し、肌 ファー ジを中心 と して疫学的 な解析 を試 み た。
第1章 フ ラ ン ス に お け る フ ル ン ケ ル 症 由 来 の 黄 色 ブ ドウ 球 菌 で のPVL保 有 フ ァ ー ジ
PVL遺伝子 が複数のファージに コー ドされてい ることか ら、私 はPVL保有株 に溶 原化 してい るファージを
誘発 し、P～Tファージの種類 と様 々な疫 学マーカーを有す るPVL非保有株群 に対す る感染能 を解析 す ること
で、 これ らファージの水平伝播の実体 を明 らかに しよ うと考 えた。
まず 、私 はPiemont,Etienne両博 士 らによ りの フラ ンスの リヨン、ス トラス ブール の病 院 におい て収集
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され、 当研究室 に保存 されていたフル ンケル症病 巣由来 の黄色 ブ ドウ球菌臨床 分離株 の うちPVL遺伝 子 を保
有す るものに対 してファージの存在 を検討 した。PVL保有株 か らマイ トマイ シンCに よ りファー ジを誘導 し、
溶菌液 中の ファージDNAをtemplateとしてPVL遺 伝子 特異 的プ ライマー対 によるPCRを 行 い、フ ァー
ジ粒子 内のDNA上にPVL遺伝子 を持つ ファー ジの選別 を行 った。そ の結果27株 のPVL陽性 株 の うち8株 か
らPVL遺 伝子 を保有するファー ジを得た(Fig。1)。さ らに宮城 県保健環境セ γターにおいて分離 された食
中毒 由来 の213株のPVL(一)株を用いて これ らの ファー ジの指示 菌 を、cross-streak法で検索 した結果 、φ355、
φ533、φ592、φTurと命名 した4株 の ファージにっ いて指示菌 を得 た。 これ らはいずれ も指示菌 に溶原化
し、PvL(LukF-Pv成分)を発現 した(Fig.2)。電子顕微 鏡 に よる観 察 の結 果、 これ らの ファージはいずれ も
φSLTと同様 、長径約100nm、短径約50nmの長頭型頭 部 と長 さ約400nmのtai1から構 成 され てお り(Fig.
3)、その ゲノム構造の解析か らも同一 の頭部 、尾部遺伝 子群 を有 している ことを確認 した(Fig.4)。
φTurはφSLTと共通 の指示菌が多 く存在 し、それ らの指示 菌 を コアグ ラーゼ型及 びエ ンテ ロ トキシン型
で分類 した ところ、多岐 にわた っていた。一方、 φ355、φ533、φ592に対す る指示 菌 は非 常に少 な く、 φ
SLTと共通の指 示菌 もなかった。 φ355の指示菌はコアグ ラーゼII型 、エ ンテロ トキシ ンB型 に集 中 してい
た。 φ533とφ592は共通 のコア グラーゼV型 の1株 のみ が指 示菌 となった(Table1)。これ ら指示 菌の差
異 はファー ジ間ではファージの調節 ・複製領域 の差異 と関連 してい た(Fig.4)。
このこ とか ら、PVL遺伝子が これ ら複数 の長頭型 の ファージ に よ り水 平伝播 してい くこ と、 φSLT型PVL
保有 ファー ジの種類に よって指示菌のスペ ク トルに差が あ り、 φSLT及び φTurが比較的 高い感染力 を有す
るこ とを見出 した。
第2章 日本 に お け る皮 膚 感 染 症 病 態 とPVL産 生 黄 色 ブ ドウ球 菌 との 関 連 並 び に 日本 に お
け る フル ンケ ル 症 由来 の黄 色 ブ ドウ球 菌 でのPVL保 有 フ ァー ジの解 析
フランスにおいてはPVLを保有する株はフルンケル症等のごく限られた病巣では高率で存在することが
報告されているが、本邦の現状については明 らかではない。そこで、 日本における皮膚感染症の病態 とその
病巣より分離 された黄色ブ ドウ球菌株のPVL産生 との関連性 を調べるため、岡山大学医学部皮膚科 山崎
修博士 らと共同で、岡山県内の病院において収集 された様 々な黄色ブ ドウ球菌性皮膚感染症由来の臨床分離
株 についてPCRによりPVL遺伝子を検出 し、分離源の症例 とPVL遺伝子の偏在性の関連 を検討 した。 さら
に、得 られたPVL保有株におけるPVLファージの解析を行 った。
解析 した159例のうち、PVL保有株の分離率が最も高かった症例はフルンケル(せ つ)で40%、次いでカ
ルブンケル(よ う)が28%、膿瘍が14%、毛嚢炎が5%で あり、フランスと同様 に目本においてもPVLを
保有する株はフル ンケル症等のごく限られた病巣で高率に存在することを見出 した。(Table2)。PVL産
生株が最 も高率に分離されたフルンケル40症例について、その臨床的特徴とPVL産生性 との関連について
さらに詳細に解析 した結果、(1)PVL陽性例では、患者年齢が平均で13。4歳低く、若年性の傾向を示す こ
と、(2)皮膚性基礎疾患が有る方がPVL陽性例が多いこと、(3)病巣の数については、単一性フルンケル
より多発性フルンケル(フルンクローシス)においてPVL陽性例が有意に多いこと、(4)発赤、腫脹、痺
痛3つ の局所症状の程度がPVL陽性例で高く、皮膚病変部の発赤がPVL陽性例と陰性例での差が最も大きい
こと、(5)全身性のフル ンケル症例は、PVL陽性例 と陰性例 のいずれにおいても低率であ り、重症例は少
ない傾向があること、などの特徴が見られた(Table3)。
以上の結果、これまで 日本において顧み られなかった皮膚科領域におけるPVLの重要性を再確認 した。こ
れ らの結果は参考論文11として臨床系雑誌に報告 した。
一方、第1章 で指示菌の探索に用いた宮城県保健環境センターにおいて1994年から2000年にかけて分離
された食中毒由来の黄色ブ ドウ球菌213株中にはPVLを保有する株は検出されなかったことも、PVL保有株
の偏在を示唆 している。
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第1章 で私はフ ランス の臨床 分離株 におけ るPVLファージの多様性 を見出 した。 日本 の株 で もPVLの水
平伝播 が起 こってい るのだ ろ うか?そ れ を明 らかにす るため、本 章で取得 した 日本での臨床分離PVL陽性株
に溶原化 したファー ジを解析 した。 フランス株 と同様 に、PVL遺伝子の有無 、PVL遺伝子 を持つ ファー ジの
選別 を行 った結果 、2株 のPVL保有 フ ァー ジ粒 子を得 た。 ゲノムの一 部 をPCRで増幅 し、塩基配列を確認 し
た ところ、 φoo48はPvL型、 φ1057はsLT型であった(Fig.4)。φoo48の指示菌 は得 られていないが 、
φ1057はフランス株 由来の φ355とほぼ同様 な指示 菌パ ター ンを示 した。
第3章PVLフ ァ ー ジ の ゲ ノ ム 構 造 とPVL保 有 株 の ゲ ノ ム を 用 い たPCRス キ ャ ニ ン グ に よ
るPVLフ ァー ジ 解 析 シ ス テ ム の 設 計
以前 フランスPiem。ntらはPVL保 有株 の疫学的解析 を試みたが、そ の際疫 学マーカー としてファー ジ型
別、PFGEによる 勘81のRFLP解析 と言 う宿主 菌株の性状 を基に した ものが用い られ た。しか しその結果 、PVL
産生菌 に特徴的 な傾 向は見 られず 、その多様性が示 された。
私は第1章 と第2章 で フ ランス及 び 日本 由来 のPVL産生株か らφPVL型、 φSLT型のPVL保有 ファー ジを
分離 し、また φSLT型の フ ァー ジは宿主域 の異 なるい くっか のサブ タイ プが存在す るこ とを見出 して、PVL
保有 ファージの多様化 と様 々 な疫学 的性質 を有す る宿主黄色ブ ドウ球菌 へのPVLの水平伝播 が、PVL産生菌
の多様性 を与える可能性 を明 らかに した。 フ ァージに よる 肌 遺伝 子の伝播 は複雑 であ り、肌 の疫学 を考
える上で も従来の菌 自体 の疫 学マー カーに加 え、フ ァージの多様 性を も加味 した疫学マーカーが重要になる。
さらに、 φSLT/φTurグル ープ の感染 力 の強 さと調節領 域、複製 領域 の特徴が感染力 とどの様 に関わ って
い るのか を解析す るた めには、宿主 の持 つ因子を含 む体 系的解 析が必要 となる。
そ こで、私はPVLフ ァー ジ型 と宿主因子(疫 学々一 カー)と の相 関を解 析す る第一歩 として、 φSLT型の
フナージについて調節 領域 の詳細 な解析 を行 い、その情報 を基にサブ タイプ分類に よるPVL保有株 の有す る
プ ロフ ァージの詳細 な分子型別 システ ムの構築 を試みた。
新 たに分離 されたPVL保 有 フ ァージのゲ ノムについてサザンハ イブ リダイゼーシ ョン及び部分的PCR断
片 の塩基配列を決 定 し、既知 の φSLT、φ肌 と比較 した。長頭型 の形 態 を有す る φ355、φ533、φ592、φ
Turは同 じ大 きさの 乃aI断 片上 に頭部、尾部の形態構 成 タンパ ク質 群 をコー ドしていることを確認 した。
この領域 は φSLT及び φTurも共通 であ り、 これ らの ファージは共通 のパ ッケージングと頭部、尾部領域 を
有す る、す なわち同一形態 の φSLT型と名 付 けたグループに分類 した(Fig.4)。一方 、フ ァー ジのゲ ノムの
組みか え、調節 と複製 、領域 の 乃al断 片長は明 らかに φSLT/φTurとは異な り、 φ355型、 φ533、φ592
型 、 φSLT/φTur型の4つ のサ プ タイプ に分 けるこ とがで き、これ は指示 菌の共通性 と相関 していた。 また、
φ355とほぼ同様 な指示 菌パ ター ンを有す る 日本産 ファージ φ1057は、同 じXbal切断パター ンを示 し部分
配列 も同一であった。従 って この領域 にフ ァージの宿主域 を規定 してい る因子が存在す ると推定 した。
そ こで、指示菌が 多 く認 め られ、感染力 が強い とい うφSLTと共通性 が見 られ る φTur型、指示菌 が一株
に限 られていた φ592、コア グラーゼII型 のみ に感染す る φ1057について ゲノムの塩基配列 を決定 し、 さ
らに詳 細な比較を行 なった。 その結 果、宿主域 の広い φSLT/φTur型は ほぼ同一のゲノム を有す るこ と、宿
主域 の狭いグループ が共通 して複 製領域 に保有す るDNAポ リメラーゼA及 びヘ リカーゼ、プライマーゼ と推
定 され る遺伝子を保持 してい ない こ とを明 らか に した(Fig.5)。
PVL変換 ファージゲ ノム は、組み かえ、調節 と複製 、パ ッケージ ング と頭 部、尾部形成、溶菌の各機 能モ
ジュール か らなる。フ ァー ジゲ ノムのモ ジュール の変換 によるダイナ ミックな変化 は 「モ ジュラーセオ リー」
として1980年代に提 唱 され てお り、P靴 変換 フ ァ 一ージはそ の典型 的な例で あ り、 φSLT型ファージ間では調
節 ・複製領域の交換 に よ りサ ブ タイ プが生 じてい る と予想 され る(Fig.6A)。一方、 φPVL・は短頭型 のフ ァ
ージで あ り、ゲノム の大 部分 の領域 は φSLT型ファージ と異 なっているが、LukS-PV、LukF-PV、a亡古P、integrase
を含む領域 は上記の全 てのPVL保有 ファー ジにおいて保存 されてい る。 この事実はPVLを含む この領域 が一
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っ のモ ジュール として ファー ジ間で交換 され た可能性 を示唆 してい る(Fig.6B)。このよ うにPVLフ ァー ジ
の多様 化 は、(1)フ ァー ジが菌 に感染 して部位 特異的組換 えを起 こした り、プ ロファージが誘発 され た り
す る過 程 の 中で、アタ ッチ メ ン トRサイ ト近傍 にPVL型 毒素遺伝子 が獲得 され、(2)さ らに ファー ジゲ ノ
ムの各機 能 モ ジュール を連 結 しているjunction部位付近 の末端遺伝子 に挿入や欠損が起 きた り、各機 能モ
ジュール毎 に新 たな組 み合 わせが生 じるこ とに よってな され た と推定 され る。
一方 、 φPVLは725アミノ酸残基か らなる蛋 白質 をコー ドす るorfのC一末端領域 に溶原化す るこ とは、本
研究室 の金 子 によ り発表 され ていたが、その後全塩 基配列 が決 定 された黄 色 ブ ドウ球菌ではそ のorfのN一
末端側 の配 列が異 なってお り、バクテ リア側 のア ッタチメン トサイ トにもバ リエー シ ョンがあ るこ とが示唆
され た。 そ こで、様 々な株 においてa亡詔 サイ ト周辺の解析 を行 った結果、a亡亡β を含むorfの 配列 のバ リ
エー シ ョン、及び前後の約1kbの繰 り返 し配列 の数 、組み合わせのバ リエ ーシ ョンが存在す るこ とを見出 し
た(Fig7)。
これ まで の研 究過程 にお いて、PVL保有株 の うち大部分 のPVL保有ファージは溶原化 した状 態で不活 化 さ
れて(菌 か ら見ればPVL遺伝 子を獲得 した)お り、マイ トマイシ ンCに よるフ ァージ誘 導で もファー ジ粒 子
が誘 発 され ない こ とを示 して きた。(Fig.1)。そ こでPVL保 有プ ロファー ジの型 を解析す る手段 と して、
本研 究 で解 析 を行 った様 々な タイプのPVL変換 ファー ジ群の塩基配列情報 に基づい て設計 したプ ライ マーセ
ッ トによ る'PCRスキャニ ングを採用 した。 プ ライマーは 、ファージ間で共通す る配列でなおかつ各 々のPCR
産物が オーバ ー ラップ して増輻 されるよ う位 置設定 し、ファー ジゲ ノム上の順序が確認 できる よ うに して行
な った(Fig.8)。これ に よ り、①SLT型かPVL型 か 、②調節 ・複製領域 の違 い を解析す るこ とがで き る。
さらに、 飢 田 領域 の多型解析 のためのプ ライマー も設定す るこ とにより、③at出 を含むorfの 多型 、お よ
び く り返 し配列 の数の多型 、を見ることがで きる。
PVL遺伝 子 が陽性で あった黄 色ブ ドウ球 菌株全 てのゲノムDNAを鋳型 としてスキャニ ング法 を行 なった結
果 、 フラ ンス株 ではパ ッケー ジング、頭部 、尾部及び溶菌カセ ッ トの領域 につ いて明確にSLT型 を示 した株
が25株 、PVL型を示 した株 が6株 認 められ た。一方、日本の株 のゲノムではSLT型を示 した株 が4株 、PVL型
を示 した株 が4株 認 め られた。調節領域(Fi&9)を 示すs1断 片長では、 φsLT型、 φPvL型とも長 さ分
布 か らフ ァ 一ージの地域差 を伺 わせる情報 が得 られた。複製領域 をさらに3つ の小領域S2-4に 分けた解析結
果 は、SLT型 ファー ジの この領域内で さ らに細か い組み 換 えが起 こってい るこ とが示唆 され た(Fig.9)。
φTur/φSLT型には存在 しないヘ リカーゼ/プ ライマーゼ領域 はS4-1プライマー対で明確 に検 出が可 能で、
全体 を通 じ多 くのSLT型 プ ロファージではヘ リカーゼ/プライマーゼ領域 を有 し、 φTur/φSLT型の感染力
の強 い タイ プ のファ 一ージは現段階では少数派 で あった。 さらにS1-S4のPCRスキ ャン結果 に φ1057または
φ592に特 異的 なプライマー対 によるPCR結果 を加 えるこ とによ り分類 の細分化が 可能であ るこ とを確認 し、
今後 、様 々 なファージ多型 に特有 な配列 を利 用す る ことで よ り詳細な解析 が可能 になると期 待で き る。また、
φPVL型φSLT型のいず れのプ ライマー で も増幅 が見 られ ない もの もフランスで6株 、 日本 で4株 認 め られ
た こ とか ら、 これ まで検 出 され たPVL変換 ファージの部分的欠失、 あるいは新 規のPVL保有 フ ァージが存在
す る可能性 が示唆 された(Fig.9)。
一方 、PVL溶原化株全 てにお いて同 じ場 所 にPVL保有 ファー ジが溶原化 してい ることが確認 された。多 く
の株 で はa孟亡βを含むorfはV8株 型 の配 列 であったが、少数 の株 ではMu50株、176株型の配列 を有 してい
た。 ま た、orf吾ttB前後 の繰 り返 し領域 数 も株 によ り異 なっていた。 これがFig.1.でa亡亡L、a古亡Rが検出
され なか った原因 であった。
第4章 フルンケル病巣由来のPVL遺伝子陽性黄色 ブ ドウ球菌のコアグラーゼ型別とPVL
ファー ジの関係の解析
前章でPCRスキャンによるPVL保有ファージの分子型別の可能性を示した。
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本 章では菌株の疫学マー カー とPVL保有 ファージの分子型 別の相関 を解析 した。 コアグラーゼ型は 目本で
開発 された手法 であ り、菌 が産生す るコア グラーゼを特異的 な抗血清 を用 い て型別す る。 分子生物学的手法
が確 立 していない時代か ら日本 では広 く用 い られてお り、 日本国 内の疫学 デー タ とレ トロスペ クテ ィブな比
較 を行 う際 には唯一有効な手段 である。 さ らに本法は欧米で は殆 ど行 われてお らず 、 フランス株 のコアグラ
ーゼ型 別 と 日本株 の比較は本研究 に よ り初 めて可能になった もので ある。
全体 と して コアグラーゼ型 によ りこの よ うにPVLファージ型 に偏 りが ある ことが見 出 され た。 フランスで
分離 されたPVL遺伝子陽性黄色ブ ドウ球 菌株 では コアグラーゼV型 が多 く、その大部分 が φSLT型ファージ
を保有 してお り、その調節領域を示すS1断 片 が5.4kbのものが多い傾 向が あった。 コアグ ラーゼII型株 に
は、 φSLT型のS1断 片が5.8、5.4kbのタイ プが混在 していた。 φPVL型フ ァー ジは コアグラーゼIII、工V
型でのみ認 め られ、特 にw型 の株 に多 く認 め られた(Fig.10)。
一方 、 日本の株 では、コアグラーゼ田型 が多 く、 φPVL型とφSLT型の双方 が確認 され た。 フランスのVII
型ではPVL型のフ ァー ジは見つかってお らず 、それぞれの地域 で独 自のPVL伝播 が生 じてい る可能性が考え
られ る。従来 日本 での 「せ つ」か らの分離株 は コア グラーゼIV型 が主流 であ り、本研 究 にお いても φ肌
型 ファー ジを有す るコアグラーゼIV型株 が検出 された。
第5章 総 合 討議
本博士論文で、私は以下のことを明らかに し準。
(1)フランスと同様に同本においても皮膚科領域におけるPVL産生株の重要性を確認 した。
(2)いずれ国においてもφPVL型、φSLT型のPVL保有ファージが存在 し、 さらに感染能のあるφSLT型
ファージにおいて調節 ・複製領域が異な り、宿主域が違 うサブグループが存在す ることを見出した。
(3)φSLT型に属するファージ群のゲノム解析結果を基にPCRスキャンによるPVLファージの型別を行い
ファージの分子疫学の基礎を築いた。
(4)既存の疫学マーカーであるコアグラーゼ型別 とPVLファージ型別の組み合わせにより、PVL産生株の
より詳細な疫学解析が可能であることを示 した。
ファージ変換は、ファージが毒素(変換形質)の遺伝子を自らのゲノムの一部 として安定に保有(溶原化)し
ていることが大きな特徴であり、さらにファージとして増殖感染を繰 り返すことから、遺伝子の水平伝播に
おいて重要な役割を演じている。
本博士論文ではPVL変換ファージにおける多型を解析 し、PCRスキャン法によるPVLファージ型別系を構
築 した。一方コアグラーゼ型別法は、 日本国内で従来か ら汎用されてきたが、甑一MRSA(院内獲得型MRSA)
のほとん どがコアグラーゼII型となった現在、目常の検査業務としての実施意義は薄れた と思われてきた。
しか し、PVL保有菌株のコアグラーゼ型は多様であり、日仏における地域差が観察された。 さらにコアグラ
ーゼ型が同一な株でも溶原化 しているPVLファージの型に差が見 られた。また、 日仏間のせっ由来PVL産生
株のコァグラーゼ型分布の相違や、PVL型のファージが限定されたコアグラーゼ型の株 に溶原化 している傾
向が観察された。
以上の結果は菌のコアグラーゼ型別による疫学的解析に加え、PVLファージの型別を組み合わせた 「二重
の疫学解析」がCA-MRSAを含めたPVL産生株の地理的分布 と起源 を含めた疫学的解析 に有効であることを示
した。
本博士論文をさらに発展させ、PVL産生株 を時間的、地理的な見地か ら解析することによりPVLの起源及
びCA-MRSAの起源を知る手がかりが得 られる。 さらに、どのような株にPVLファ 一ージが溶原化 した場合にど
のような症例を示すか、と言 う見地から解析を行 うことにより、P靴保有株の多様性 と症例の関係、ひいて
はせっ腫症や市中感染性肺炎症に対するPVLの病原因子としての役割解明に繋がることが期待 される。また
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「二重の疫学」の考え方は黄色ブ ドウ球菌における他の疫学マーカーとの組み合わせや、他のファージ性 の
病原因子 との関係 に応用できるのみでな く、近年 「動 く遺伝子」にコー ドされていることが次々と明らかに
されている病原因子の疫学解析に広く応用できると確信する。
【論 文 】
1)g魁Kaneko,J.,Doi,T,Hosoda,K,:Nadta,S.,Lina,G.,Etie㎜e,工,Piemont,Y,Y㎞1asald,0,,Iwatsuki,K.,
Kamio,Y.,PVL-carryingphageTyping:polymorphismandmosaicstructuresofthePVLcanyingphagegenome.
Submitted.
2)蝿KImeko,ヱ,Yamas副d,O.,Iwatsuki,K.,Lina,G,E廿eme,工,PiemonちY,Kamio,Y,Epidemiolo停cal
studyofPVLcarryingphagesandPVLpositiveStaphylococcusaureusstrains:relationshipbetweenPVL-carrying
phagetypingandcoagulasetyping;Inpreparation.
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Fig.1.フランスで分離 された株のPVL保有フ ァージの検索
図に示した各位置に設定 したプライマーによるPCRで増幅を確認し、さらに塩基配列を決定 してφPVLと同様であっ
た場合"+"とした。プロファージ状態の各部位の解析には菌のchromosomalDNAを、ファージ上のPVLの確認には
マイ トマイシンで誘発 したファージ粒子中のDNAを それぞれ鋳型として用いた。
Table1.PVL変換 フ ァー ジ の 指 示 菌
phege StrainNo. coagulase
type
enterotoxin
type
｢A970355 84
104,105,
132,133,134,135
136,137,173
ーー
B
φA970533,φA970592 97 v
φTur,φSLT 23
20
81,83ワ91
31,35
116
39,44,45,46
11
126
174
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
φA970530,φA970548,
φA980099,φLY19990053
?
?
?
?
??
?
?
?
??
???
?
???
?
?
?
??
?
?
?
??
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Fig.3.ファー ジの電子
顕微鏡写真
φSLT
一
100nm
Table2.黄色ブ ドウ球菌に起因する皮膚感染症病態と分離株のPVL保有率
Japan F旧r隠
.
Typeofinfection No.of5けa面5
No.(%)ofPVL
PO5面ve5面ns
No.ofsVains
No.(96)ofPVL
PositiveSt781115I
Fo闘icu而5 20 1(5%) 19 1(5%)
Fu㎜cヒ5 40 16(40%)
si㎎㎏(㎞c槍) 6(37.5%)
m戚岬o(fu鵬s) 10(62.5%) 43 37(86%)
ca由u帽e 7 2(28%)繍 7 1(14%) 19 7(36%)
倒㎝ 9 O〔096) 44 10(22%)
e胴pd茜 ii 0〔096)
㎞pedgo 20 O(0髄) 23 1(4%)
pyod㎝爆c禰 5 0(096) 82 i(i%)
Supo市o図5econd3ry癒㎡巴cti㎝ 20 O(0%)
Deepsecondaryinfection 20 oco%i
Table3.rせつ」 を有する患者40名の病態
PVLos沈h/ecasesn国16 PVL-negativecases(n-24
Meanape(years)
Numberofcasewith
sy5電e凧icur回er頃ngd鞭
cutaneousundeNyingdisease
Numberoflesions
single(ivruncle)
multiple(furunculosis)
Numberofcasewithsystemic
symptoms(fevarorlymphadenopathy)
Scoresofl㏄alsymptoms(mea肚SD)
redness(嚇)
訓e1ling(㎜
in(瘤
21.6(1-61)
O(0%)
4(28.6%)
6(37.5%)
10(62.5%)
1(7.1%)
2.50-0.53
2.00幻.64
1.62-0.51
35.0(12-62)
7(27%》
4(15.4%)
22(84.6%)
4(15.4%)
1(3.8%)
1.33-0.48
1.68-0.67
1.42-0.51
va φPVL
XOO48
7.963.93.96,83.6
ロ:】Φ81(kbp)
its1.91.8
2000-48 Okayama
1.30.411
2001-570kayama
A970355Lyon
A970533Lyon
A970592Lyon
TurStrasbourg
A980470Lyon
1050.9131.91.61.91.8u
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Fig.4.PVL変換 フ ァー ジのゲ ノム構造の比較
太い直線はゲノムを表 し、各型のファージの形態を決定する領域(パ ッケージング、頭部、尾部)を 含む
断片はそれぞれ独自の網掛けで示す。灰色の網掛けの部分は塩基配列が保存されている領域を示す。
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Fig.5.SLT型ファージゲノムの多型
各o㎡はボックスで示し、右か ら左へ転写されるものは下に、左から右へ転写されるものは上に記した。
SLr型のhead-tan領域は01fを省略してある。濃い網掛けの部分は塩基配列が保存されている領域を、
薄い網掛けは相同性の高い領域をそれぞれ示す。
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Fig.6.ModuIartheoryに基づくPVL保有ファー ジの 多型形成モデ
ル
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Fig.7a亡亡β 領 域 の 多 型
0曲 亡田 はC一末端領域に保存されたa撹B配列を有する。975、V8、層470株においては各PVLフ ァージが
溶原化している様子を、176、4220株では各ファージが溶原化する位置をそれぞれ示 した。
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Fig.8.PCRscanプライ マ ー 設 定
プライマーの位置は三角で、増幅断片はそれ らを結ぶ直線で示 してある。数字は断片長である。
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Fig。9.PCRスキャン結果(A)とS1増幅断片長(調 節領域)の 分布(B)
A;各欄の数字は断片長を、●は増幅が確認された ×は増幅されないことをことを示す。但し、
コアグラーゼは型番を、a亡Rrepeat欄は繰 り返 し数を、NTは型別未定を示す。
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Fig.9.PCRスキ ャン結果(A)とs1増幅断片長(調 節領域)の 分布(B)
B;各カラムは左からSLT型、PVL型、型別未定(NT)の株数を示す。
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Fig.10.コア グ ラ ー ゼ 型 とPVLフ ァ ー ジ 型
A:各カラムは左か らSLr型、PVL型、型別未定(MDの株数を示す。B:各欄の数字は断片長を、●は増幅が確認
された×は増幅されないことをことを示す。但し、コァグラーゼは型番を、a孟択repeat欄は繰 り返し数を、
Nrは型別未定 を示す。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
黄色 ブ ドウ球菌(∫ゆ 乃yZOCOCC那∫α膨 配∫)は,ヒ トの常在菌 である一方,様 々な病原 因子 を保持 す る
臨床 的意義の高い病原体 であ る。 しか しなが ら,抗 生物質 の多用は多剤 耐性菌で あるメチシ リン耐性
£α耀 κ5但ospital△cquired-MRSA)の出現 を もた らし,2002年にはバ ンコマイ シン耐性遺伝子 を獲 得
したMRSA(VRSA)が出現 した。最近で は,(HA-MRSA)とは異 なるメチシ リン耐性遺伝子 カセ ッ
トを市 中環境 で獲得 したMRSA(⊆ommunity△cquired-MRSA)が,地球規模 で急増 し得 るグローバル ・
新 興感染症 として警 戒 されて いる状 況 にある。1997年,当研究 室のK㎝ekoらは,白 血球 によ り特異
的なPanton-Valendneleukocidin(PVL)の遺伝 子が プ ロフ ァー ジ φPVL上に存在 してい るこ とを発 見
した。PVLは1995年にPiemontらに よ りク ロー ン化 され,フ ル ンケル症 患者 の感 染病巣 由来 の分 離
株 が高率 でPVLを 保 有す る事 が見 出 され ていた が,近 年で は若 年性重篤肺 炎やCA-MRSAと密接 に
関連 してい るこ とが報 告 され てお り,欧 米 を中心 に注 目され てい る。市 中環 境や高度先進医療 におい
て 距 勘8㍑∫PVL産生株 による感染症 をコン トロール して い くためには,PVLの 動向に関す る疫 学的な
調査や その獲得 メカニズムについ て明 らかにす るこ とは,必 要不可欠 である。
本研 究者 は修 士課 程在 学 中に,&側 脚 ∫の臨床 分離株 か ら取 得 した,感 染能 を持 っ新規PVL保 有
フ ァー ジ φSIIrの解析 に関わ り,Naritaらとの共著 で φSLrのゲ ノムの全貌 を明 らか にす る一 方,
PVL型毒素遺伝 子 の水 平伝播 お よび拡散 には複 数 の ファー ジが関与 して い るこ とを見出 し,PVLの
疫 学を考える上で,PVL保 有菌 に加 え,PVL保 有フ ァージの動態 を明 らかにす ることが重要 とな る事
を示 した。 そ して本博 士論文 では,PVL病 原 因子変換 ファー ジ 自体 の分子進 化,並 びにPVLフ ァー
ジ変換 の全貌 を明 らか にす る と同時 に,PVLの動 向 をモニ タ リングす るための疫学解析 システムを構
築 す るこ とを 目的 として,フ ル ンケル症病 巣 よ り分離 され た50膨 麗∫か らPVL遺伝 子 を保 有す る株
を検 出 し,PVLフ ァー ジを中心 として疫学的な餌 析 を試み た。 その結果,(1)フ ランス と同様に 日本
において も皮膚 科領 域 にお け るPVL産 生株 の重 要性 を確認 し,(2)いずれ国 にお いて も φPVL型,
φSl∫r型のPVL保 有 ファー ジが存在す る こと,さ らに感染能 のある φSL:r型ファー ジにおいて調節 ・
複製領 域が異な り,宿 主域が違 うサブ グループが存在す るこ とを見出 した。それ をもとに(3)φS】㎝
型 に属す るフ ァー ジ群 のゲ ノム解析結果 を基 にPCRス キ ャ ンに よるPVLフ ァー ジ型別系 を構築 し,
ファー ジの分子疫学 の基礎 を築 くとともに,(4)既存の疫学マーカーで ある コアグラーゼ型別 とPVL
ファー ジ型別 の組み合わせ によ り,PVL産生株 の よ り詳細 な疫 学解析 が可能 であ るこ とを示 した。そ
して,PVL保 有 菌株 の コア グラーゼ型 の地域 差,日 仏 間のせつ 由来PVL産 生株 の コア グラー ゼ型分
布 の相 違や,PVL型 の フ ァー ジ型別 との相 関な ど,PVLフ ァー ジの型別 を組 み合わせ た 「二重の疫学
解析」 がCA-MRSAを含 めたPVL産 生株 の疫学的解析 に有効で あることを示 した。
本博 士論 文の成果 は,PVLとCA-MRSAの起 源,及 びPVLの 病原 因子 としての役割解 明に繋 が る
こ とが期待 され る。 また 「二重 の疫 学」 の考 え方 は,「動 く遺伝子」 に コー ドされ てい る病原 因子 の
疫学解 析 に広 く応用 し うるもので ある。以上 のこ とか ら審査員一 同は,本 研 究者 に博 士(農 学)の 学
位 を授 与す るのに値 す るもの と認定 した。
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